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Abstract 



The invention relates to a method of preparing immunogenically active, lipid and detergent free soluble 
aggregates of amphiphilic membrane proteins of influenza and parainfluenza viruses and rhabdoviruses. 
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s p r u c h e 



1 . Verfahren zur Herstellung von immunogen wirksamen 
lipid- und detergensfreien loslichen Aggregaten von am- 
phiphilischen Membranproteinen von Parainfluenza-, In- 
fluenza- und Rhabdo-Viren durch Extraktion der Membran 
mit oberfiachenaktiven Mitteln, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dafl man den Virus mit einem nicht-io- 
nischen Oder Gallensauren-Detergens mischt, die Kischung 
in gepufferter wafiriger SalzlSsung iiber einen detergens- 
freien Zuckergradienten schichtet, welcher seinerseits 
mit einer detergenshaltigen Zuckerlcsung iiberschichtet 
ist, und bel mindestens 15o.ooo g zentrif ugiert, die 
proteinhaltige Fraktion isoliert, gegen PufferlSsung 
dialysiert und die erhaltene ProteinmizellenlSsung lyo- 
philisiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , daS man als Zucker Saccharose verv/en- 
det. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch g e - 
k'ennzeich. net, dafl man beim Zuckergradienten 
eine Anf angskonzentration von 15 bis 25 % und eine End- 
konzentration von 45 bis 6o % einsetzt. 

4. verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dldurch g e k e n n z e i c h n e t , dafi man Virus und 
Detergens im Gewichtsverhaltnis 1 : 3 bis 1 : 1o mischt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man eine o,o5 
bis o,2 molare NaCl-L6sung verwendet. 
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6 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch g e k e n n « e i c h n e t , da0 man einen P H- 
Wert zwischen 6,5 und 8,o einstellt. 

7 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch g e k e » n z • i c h n e t , dafl man die Pro- 
teinmizellen in Freund's unvollstandige*. Adjuvant oder 
einem anderen Adjuvant auflost. 
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Verfahren zur Herstellung eines iromunogenen Membran- 
proteinaggregats von Influenza-, Parainfluenza- und 
Rhabdo-Viren 



Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Herstellung von 
immunogen wirksamen, lipid- und detergensf reien 15slichen 
Aggregaten von amphiphilischen Membranproteinen von In- 
fluenza-, Parainfluenza- und Rhabdo-Viren. 

Die Impfstoffe bzw. Vakzine, die gegeniiber vielen, bei 
Menschen und Tieren Krankheiten verursachenden, umhiill- 
ten Viren verfiigbar sind, sind nicht nur ungeniigend wirk- 
saur, sondern sind ebenfalls nicht frei von unerwiinsch- 
ten Nebenwirkungen. Die Entwicklung auf dem Impf stof f ge- . 
biet erfolgt hauptsachlich in zwei Richtungen. Einmal 
versucht man, lebende, abgeschwachte Viren als Impf stof- 
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fe zu verwenden, und zum anderen versucht man, verbesser- 
te Impfstcffe auf Basis von Virus untereinheiten (subunit 
vaccines) zu entwickeln. Bei den abgeschwachten lebenden 
Viren tritt die Schwierigkeit auf , daB Stamme gefunden 
werden miissen, die gleichzeitig sicher und wirksam sind. 
Ernste Nebenwirkungen konnen sich nur langsam entwickeln 
und sind schwer festzustellen. Die Oberf lachen-Glykopro- 
teine unhtillter Viren werden" als Hauptantigene in den Vi- 
renteilchen angesehen, die eine schiitzende Immunantwort 
gegen Infektion induzieren. Bin wirksames Untereinhexts- 
vakzin gegen ein solches Virus sollte daher eine Zube- 
reitung aus den Antigenen der Virus oberf lache sein, von 
denen die anderen Komponenten des Virus abgetrennt sind. 
Versuche mit solchen Impfstoffen Haben jedoch nur zwexfel- 
hafte Ergebnisse gezeigt. Beispielsweise wurde eine Reihe 
von Untereinheits-Vakzinen aus Inf luenzavirus hergestellt, 
aber diese sind bei der Verhinderung von Krankheiten be- 
stenfalls nur teilweise wirksam, und sie waren nicht xn 
der Lage, das Ausbreiten von Inf luenza-Epidemien exnzu- 
dammen. Eine Hauptschwierigkeit ist, daB die Virenober- 
flachen-Antigene integrale Membranproteine sind. Bevor 
sie von den anderen Virenproteinen und dem Virengenom 
getrennt werden konnen, mussen die Proteine solubili- 
siert werden. Das am meisten verwendete Verfahren zur So- 
lubilisierung solcher Proteine besteht darin, daB man 
Detergentien verwendet. Dieee binden jedoch die Protexne , 
und konnen ihre antigene Ptenz verandern. Wenn die Deter- 
genskonzentration emiedrigt wird, kann das Protein aus- 
f alien Oder an verfiigbaren Oberflachen durch hydropnobe 
Zwxschenwirkungen haften. Die Wirksamkeit solcher durch 
Detergentien solubilisierten Virenoberf lachen -Anti gene _ 
als impfstoff 1st daher sehr schwierig vorherzusagen. 

Aus der DE-OS 28 29 ©29 ist ein Verfahren der cben be- 
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schriebenen Art zur Herstellung von Untereinheit-Vakzinen 
von Parainfluenzavirus bekannt, bei welchem man die immu- 
nogen wirksame Glykoproteinkomponente mit einem kationi- 
schen Detergens selektiv extrahiert. Hierdurch gelingt 
es f durch andere Vir uskomponenten , insbesondere das Genom, 
bedingte unerwiinschte Nebenwirkungen und Komplikationen zu 
vermeiden. Die immunogene Wirksamkeit der so erhaltenen 
Untereinheits-Vakzine lS8t jedoch zu wiinschen iibrig. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, Unterein- 
heits-Vakzine gegen Influenza-, Parainfluenza- oder Rhab- 
do-Viren bedingte Erkrankungen zu schaffen, welche zwar 
die durch andere Virusbestandteile hervorgerufenen uner- 
wttnschten Nebenwirkungen nicht hervorrufen, andererseits 
jedoch eine sehr hohe immunogene Wirksamkeit aufweisen. 

GelSst wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch ein Ver- 
fahren zur Herstellung von immunogen wirksamen lipid- 
und detergensfreien loslichen Aggregaten von amphiphili- 
schen Membranproteinen von Parainfluenza-, Influenza- 
und Rhabdo-Viren durch Extraktion der Membran mit ober- 
flachenaktiven Mitteln, welches dadurch gekennzeichnet 
1st, daB man den Virus mit einem nicht-ionischen oder 
Gallensauren-Detergens mischt, die Mischung in gepuffer- 
ter waBriger Salzl8sung iiber einen detergensfreien Zucker- 
oradienten schichtet, welcher seinerseits mit einer de- 
iergenshaltigen Zuckerlosung tiberschichtet ist, und bei 
mindestens 15o.ooo g zentrifugiert, die proteinhaltxge 
Fraktion isoliert, gegen Pufferlosung dialysiert und 
die erhaltene Proteinmizellenlosung lyophilisiert. 

Die erfindungsgemaB erhaltlichen Proteinmizellen bestehen 
aus Aggregaten der immunogen wirksamen Spikeproteine mit 
einer rosettenartigen Struktur. Die Rosetten sind im 
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Elektronenmikroskop sichtbar. Ihre sehr hohe immunogene 
Wirksamkeit wird darauf zurlickgef iihrt , daB in diesen Re- 
set ten die hydrophoben Enden der Spikeproteine sich zu- 
sammenlagern und die hydrophilen und immunogenen Enden 
nach auSen gerichtet vorliegen und eine Konzentration an 
immunogenen Stellen aufweisen, die noch iiber der des in- 
takten Virus liegt. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens der Erf indung wird zuerst 
der Virus in iiblicher Weise aus einem geeigneten Gewebe 
gewonnen, konzentriert, beispielsweise durch Hohlfaser- 
dialyse, und isoliert # beispielsweise durch Gradienten- 
zentrifugation. Der gereinigte Virus wird dann mit dem 
nicht-ionischen Detergens oder dem Detergens auf Basis 
einer Gallensaure, welches im OberschuB angewendet wird, 
gemischt. Typische Beispiele fur geeignete, nicht-ioni- 
sche Detergentien sind die Polyglykolester und -ather 
mit aliphatischen und araliphatischen SSuren und Alkoho- 
len. Besonders bevorzugt wird Triton X1oo (Octylphenol- 
ather von PolySthylenoxid) • Typische Beispiele fur geeig- 
nete GallensMure-Detergentien sind Desoxycholat und Cho- 
lat. 

Das Detergens wird, wie oben erwahnt, im tfberschuB ge- 
geniiber der Virusmenge angewendet. ZweckmaBig mischt man 
Virus und Detergens im GewichtsverhSltnis 1 : 3 bis 1 : 
1o. 

Virus und Detergens werden in gepufferter Salzlosung zu- 
sammengegeben. Die Molaritat der SalzlSsung liegt zwi- 
schen o,o2 und o,5 M, vor2ugsweise zwischen o,o5 und 
o,25 M. Besonders bevorzugt sind o,1 bis o,2 M. Als Salz- 
wird Kochsalz bevorzugt, jedoch kommen auch andere Salze 
in Betracht, insbesondere mit Alkali- (einschlieBlich 
Ammonium) und Erdalkaliionen sowie den starken Mineral- 
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sauren und organischen Sauren, wie Essigsaure, Trichlor- 
essigsaure, AmeisensSure und Oxalsaure. 

Als Puffer eignen sich alle im angegebenen pH-Wertbereich 
puffernden Substanzen. Besonders gute Ergebnisse werden 
mit Tris-Puffer erhalten. 

Die, wie oben beschrieben, hergestellte Virus /Detergens- 
Mischung wird auf einen Zuckergradienten, fiber dem eine 
Schicht einer detergenshaltigen Losung des gleichen Zuk- 
kers liegt, geschichtet und bei mindestens ISo.ooo g zen- 
trifugiert. Der Zuckergradient ist detergensf rei. Als 
Zucker wird fur den Gradienten Saccharose bevorzugt, je- 
doch konnen auch andere Dis.accharide und Monosaccharide 
sowie Glycerin, aber auch Tetrosen und Pentosen, verwen- 
det werden. 

Die Zuckerkonzentration im Gradienten weist zweckmafiig 
einen Wert von 15 bis 25 % als Anfangskonzentration von 
45 bis 6o % als Endkonzentration auf. Der Gradient kann 
beispielsweise aus einer oberen Schicht mit 15 bis 25 % 
Zuckergehalt und einer unteren Schicht mit 45 bis 6o % 
Zuckergehalt bestehen. Es konnen jedoch auch mehrere 
Schichten vorliegen, bei welchen die Konzentrationsdif- 
ferenzen zwischen den einzelnen Schichten dann entspre- 
chend geringer sind. 

Der Zuckergradient tragt eine Schicht aus einer Losung 
des Zuckers, welche Detergens enthSlt. Die Konzentration 
des Detergens, welches das gleiche Wie in der Virus/De- 
ter gens -Mis chung ist, liegt zweckmafiig zwischen o,25 und 
3 %, vorzugsweise zwischen o,75 und 1,5 %. Die Zucker- 
konzentration kann gleich oder niedricer als in der Ober- 
schicht des Gradienten sein. 
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Das erfindungsgemaB erhaltene Vakzin aus Spikeprotein- 
Aggregaten von Influenza- bzw. Parainf luenza-Viren wird 
zur Verabreichung zweckmafiig in einem geeigneten LSsungs- 
m ittel, wie z. B. physiologischer Kochsalzlosung aufge- 
nommen. Bevorzugt wird o,1 M NaCl-LOsung, P H 7,2 bis 7,6. 
Der pH-Wert wurde mit o,o5 M Tris-HCl eingestellt, es 
konnen jedoch auch andere Puffer verwendet werden. Der 
so erhaltenen Losung kBnnen auch iibliche Adjuvantien zur 
Verstarkung der Wirksamkeit zugesetzt werden. Unter den 
Adjuvantien wird Freund's unvollstandiges Adjuvans (be- 
steht aus 2o % Falba in Bajol F) bevorzugt. Durch die Aa- 
juvanszugabe kann die fur die Irrununantwort er f order liche 
Menge an Influenzamizellen herabgesetzt werden. 

2 ur weiteren Erlauterung dient die beigeftigte Zeichnung. 
In dieser stellen dar: 

Tig. 1 eine Darstellung der erfindungsgemaBen Schichtan- 
ordnung im Zentrifugengefafi bei Beginn der Zen- 
trifugierung fur Beispiel 1 , 

Fig. 2 ein SDS-Gelelektropherogramm der Aggregate (Hi- 
zellen) von Beispiel 1, 

Fig. 3 ein SDS-Gelektropherogramn der Aggregate von Bei- 
• spiel 3 . 

Die Wirksamkeit eines erf indungsgemaflen Vak.ln. au. Para- 
inf luenza-3-Virus (P 13-Virus) wurde an speziellen pa- 
thogenfreien (SPF) Schafen untersucht. Es 1st bekannt, 
das'es msglich ist, SPF-La^er gegen P 13 ' V f ^ . 
Vakzinierung zu schutzen. Jedoch erwiesen sich Vakzxne 
auf Basis von Ganzviren alleine als unwirksam (Res. Vet. 
Sc 19, 56 .(1975)) . Bei Adjuvanszusatz war jedoch ein 
Schutz erzielbar. Das erfindungsgemaBe Vakzin wurde nun 
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in SPF-Lammern untersucht, und zwar sowchl mit als auch 
ohne Adjuvanszusatz. Die Vergleichsgruppe erhielt kein 
Vakzin. 

Die Einzelheiten der durchgefiihrten Versuche sind in den 
nachstehenden Tabellen 1 und 2 angegeben. 



Tabelle 1 



Behandlung 



Gruppe 



Zahl 

der 

Tiere 



Wochen nach Impf ung 



B 



nicht ge- 
ixnpft 



15 ,ug Mi- 
zellen, 
TN-Puf fer 
i.m. 



nicht ge- 
impf t 



mit Pl3-Virus 
I/N und I/T 
infiziert 
(G 2/625/6) 
1o9 pfu) 



L&mmer 

t6ten 

und 

Autop- 

sie 



15,ug Mi- 
zellen, 
TN -Puffer, 



15 ,ug Mi- 
zellen, 
Ad juvans : 
Bayol/FaHi.m. 
ba, i«m. 



15 ,ug Mi- 
zellen , 
TN/Puf fer 



Der empfindlichste Test auf ImmunitSt ist die Virusab- 
scheidung aus der Nase. Die hier erhaltenen Ergebnisse 
zeigt Tabelle 2. 
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Tabelle 2 



Gewinnung von P 13-Virus aus nasalem Abstrich 









Tage nach 


. der 


Infektion 






Gruppe 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


Lunge 


A 


4/4 


3/4 


4/4 


4/4 


4/4 


4/4 


o/4 


o/4 


B 


7/7 


6/7 


7/7 


7/7 


5/7 


o/7 


o/7 


o/7 


C 


1/6 


o/6 


1/6 


1/6 


1/6 


o/6 


o/6 


o/6 



Die obigen Ergebnisse zeigen, daB Gruppe C vollstaridig ge- 
schiitzt war. Dies wird durch die Autopsieergebnisse gesttitzt. 
Keinerlei Anzeichen von Pneumonie waren in dieser Gruppe 
erkennbar. Bei Gruppe B, welche zweimal 15 /U g Mizellen 
Protein ohne Adjuvans verabreicht erhalten hatte, wiesen 
die Tiere einen gewissen Schutz auf . Die Virusausscheidung 
horte einen Tag eher auf als bei den Kontrollen und die 
LungenlMsionen waren deutlich geringer. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, daB nit der auBerst gerin- 
gen Dosis von 15.ug Protein ein Schutz gegen ganz massive 
Virusinfektion (1o 9 pful) erzielbar ist. Demgegeniiber wa- 
ren beispielsweise bei dem Vakzin geraafi DE-OS 28 29 o89 
zur Erzielung einer Immunantwort in Mausen eine Injektion 
von o,1 bis 1 mg Protein erf order lich und zur Erzielung 
von Immunitat war eine zusStzliche Pusterin jektion not- 
wendig. Vergleicht roan das unterschiedliche Gewicht der 
Versuchs tiere, so zeigt sich, daB das erfindungsgemafie 
Vakzin urn wenigstens zwei bis drei Zehnerpctenzen wirk- 
samer ist. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. - 
Beispiell 



Parainfluenza 3 (P 13) -Virus -(ovine strain Moredun Insti 
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tute Edinburgh, GB) wurde aus dem extrazelluiaren Medium 
von primaren Nierenzellkulturen durch Konzentrieren mit- 
tels Hohlfaserdialyse und Isolierung durch Dichtegradien- 
tenzentrifugation gereinigt. per Virus wurde als table t- 
tenartiger Niederschlag in der Ultrazentrif uge gewonnen 
und in o,1 M NaCl und o,o5 M Tris, pH 7,4 auf genommen. 
Die Proteinkonzentration betrug 5 rog/ml. 

1 mg Virus wurde mit 5 mg Triton XI 00 versetzt. Die er- 
haltene Losung wurde uber einen Saccharosegradienten ge- 
schichtet. Der Saccharosegradient bestand aus einer 
Saccharoselosung mit von 2o bis 5o % linear ansteigendem 
Saccharosegehalt im gleichen Tris-NaCl-Puf fer , wie oben 
beschrieben. Uber dem Saccharosegradienten befand sich 
eine Schicht einer 15 %-igen Saccharoselosung mit 1 % 
Triton X1oo im gleichen Puffer. Dann wurde 22 Stunden 
bei 4oooo UPM auf einer SW4oSpinko-Zentrifuge (ca. 19oooo 
g) zentrifugiert. Fig. 1 der Zeichnung zeigt die Anord- 
nung der Schichten im Zentrif ugenglas . Nach Ende der Zen- 
trifugierung befand sich das Nucleokapsid in dem Nieder- 
schlag und das Spikeprotein in der Mitte des Gradienten. 
Die spikeproteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, ge- 
gen 1/1 o TN-Puffer uber Macht mit einmaligem Austausch 
des Puffers dialysiert und dann lyophilisiert. 



Die Untersuchung des Lyophilisats im Elektronenmikroskop 
ergab rosettenahnliche Strukturen. Der S-Wert der Protein- 
mizellen war 32 S. Das Ergebnis der SDS-Gelelektrophorese 
zeigt Fig. 2. 



Beispie 1 



In analoger Weise, wie oben beschrieben, wurden Viren 
der Kyxogruppe (Huhnerf leckeninf luenza-Fowlplaque) als 
Ausgangsmaterial fiir die Vakzingewinnung eingesetzt unter 
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Bildung detergensfreier Spikep.r oteinaggregate . Die Dauer 
der Zentrifugierung betrug 19 Stunden. Das Virus wurde 
votn xn.tltut fur Virologie, UniversitMt GieBen, erhalten. 

Beispiel 3 

Wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde Vakzin des Rhabdo- 
Virus VSV(vesikularer Stomatitis-Virus; Animal Virus 
Research Institute, Pirbright, Woking Surrey, GB) herge- 
stellt. Ms Puffer wurde jedoch o,o5 M Tris, P H 8, ent- 
haltend o,2 M NaCl, verwendet. Zentrifugiert wurde 24 
Stunden. Fig. 3 zeigt das Ergebnis der SDS-Gelelektro- 
phorese der erhaltenen G-Protein-Mizellen. 
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